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RESUMO

O mirtilo ¢ ainda pouco conhecido no Brasil, por ser sazonal diversos produtos sao
desenvolvidos a sua base. O suco de mirtilo gera um subproduto, também chamado de
bagaco, sendo este formado pela pele e semente, este subproduto contém quantidades
significativas de compostos bioativos que podem ser aproveitados. A extragdo pela
técnica PLE (Pressurized Liquid Extraction) tem-se destacado para extracdo de
compostos que sdo termoldbeis, como os fenolicos, utilizando elevadas pressdes e
temperaturas mais brandas. Este trabalho teve por objetivo a obtencdo de extratos
contendo antioxidantes, como compostos fendlicos e antocianinas, a partir do
subproduto gerado na fabricacdo do suco de mirtilo, através da utilizagdo da extragao
com liquido pressurizado PLE. Os solventes empregados para extracdo de compostos
devem ser seletivos e vantajosos para o processo. Testou-se 4 diferentes solventes e
cada um em dois pH diferentes através da técnica PLE. O extrato que obteve maior teor
de compostos fenodlicos e capacidade antioxidante com ICsy de 11 mg/mL, foi o
solvente propilenoglicol 20% em solu¢do aquosa. Quando foram utilizadas condi¢des
similares para comparacdo de técnicas de extragdo com o mesmo solvente, obteve-se
uma quantidade de compostos fenolicos de 968,334+8,77 mgEAG/100g por maceragao
enquanto por PLE foram extraidos 4116,62+23,65 mgEAG/100g. Desta forma o extrato
de subproduto de mirtilo obtido por PLE mostrou-se uma interessante fonte de
compostos que apresentam atividade antioxidante, além de quantidades significativas de
compostos de cor, antocianinas, podendo ser uma alternativa ao uso de aditivo natural.

Palavras-chave: mirtilo, antioxidantes, antocianinas, extracdo com liquidos
pressurizados.



ABSTRACT

Blueberry is still little known in Brazil, because it is seasonal several products are
developed at its base. Blueberry juice generates a by-product, also called bagasse, which
is formed by skin and seed, this by-product contains significant amounts of bioactive
compounds that can be harnessed. Extraction by the PLE technique (Pressurized Liquid
Extraction) has been highlighted for extraction of compounds that are thermolabile, like
phenolics, using high pressures and milder temperatures. The objective of this work was
to obtain extracts containing antioxidants, such as phenolic compounds and
anthocyanins, from the by - product generated in the manufacture of blueberry juice,
through the use of PLE pressurized liquid extraction. The solvents used for extraction of
compounds should be selective and advantageous for the process by testing 4 different
solvents and each at two different pHs using the PLE technique, the extract that
obtained the highest content of phenolic compounds and antioxidant capacity with ICs
of 11 mg/mL, the solvent was propylene glycol 20% in aqueous solution. When similar
conditions were used for comparison of extraction techniques with the same solvent, a
quantity of phenolic compounds of 968.33+8.77 mgEAG /100 g per maceration was
obtained while by PLE 4116.62+23.65 mgEAG/100g. In this way the extract of
blueberry by-product obtained by PLE proved to be an interesting source of compounds
that present antioxidant activity, besides significant amounts of color compounds,
anthocyanins, being an alternative to the use of natural additive.

Keywords: blueberry, antioxidants, anthocyanins, extraction with pressurized liquids.
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1 INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium sp) ¢ uma pequena fruta originaria da América do Norte e
Europa que foi introduzido no Brasil por volta da década de 80. Ainda pouco consumido e
cultivado pelos brasileiros, mas suas propriedades benéficas, cada vez mais, estdo chamando a
atencdo da comunidade cientifica (FACHINELLO, 2008; SARKIS et al., 2013). Em sua
composicao existe quantidade elevada de compostos bioativos que possuem acdo de interesse
para a industria alimenticia e farmacéutica, sendo também conhecido como a fruta da
longevidade (WANG; CAMP; EHLENFELDT, 2012).

Por se tratar de uma fruta sazonal, grande quantidade de mirtilo é processada, assim
gerando residuos do processo. Na industria de sucos gera-se o bagaco de mirtilo, composto
pela pele e sementes. Sem destinacdo adequada este residuo acaba sendo enviado para
compostagem ou alimentagdo animal. No entanto, muitos compostos de interesse
permanecem retidos no bagago (BERGAMASCHI, 2010).

As antocianinas presentes na casca de frutos, como o mirtilo, s3o uma interessante
fonte de corantes naturais, de tom que pode variar entre azul, roxo ou vermelho, além de
possuir capacidade antioxidante, assim como os demais compostos fenolicos presentes (LEE;
FINN; WROLSTAD, 2004).

O crescente interesse dos consumidores por produtos naturais apresenta uma
oportunidade de aproveitamento de compostos biativos em subprodutos da industria
alimenticia, podendo ser agregado valor ao processo e viabilizando novos aditivos. Desta
forma, buscam-se técnicas de extracao eficientes para recuperar os compostos de interesse.

Os compostos bioativos em sua maioria sdo termoldabeis, sensiveis a luminosidade e
pH. Devido a estes fatores busca-se uma forma de extracdo onde haja pouca degradacdo
destes. Segundo Péres-Jiménez et al., (2008), a eficacia da extracdo estd intimamente ligada a
temperatura de extragdo e as caracteristicas do solvente empregado, como polaridade, que
pode afetar a transferéncia de elétrons e 4&tomos de hidrogénio.

A extracdo com liquido pressurizado (PLE - Pressurized Liquid Extraction) esta entre
as técnicas mais recentes que apresentam diversas vantagens sobre técnicas convencionais.
Esta baseia-se na utilizacdo de solventes os quais sao submetidos a altas pressdes, geralmente
variando de 4 a 20 Mpa e moderadas temperaturas a partir de 25°C até 100°C, a fim de extrair
determinados compostos de matrizes s6lidas ou semi-solidas em um curto tempo e com a

utilizacdo de pequena quantidade de solvente. A técnica ¢ uma alternativa atraente, que
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permite a extracdo de forma rapida e reduz o consumo de solvente. Esta técnica tem sido
utilizada com sucesso para a extragdo de compostos fitoquimicos termoldbeis de varios
vegetais, como casca de jabuticaba, semente de uva, semente de urucum, bagaco de amora-
preta, bagaco de mirtilo, folhas de oliva e outros (FREITAS, 2007; STALIKAS, 2007;
LUTHRIA, 2008; MONRAD et al., 2010; SANTOSD et al., 2012; CAVALCANTI, 2013;
RODRIGUES, 2013; MACHADO, 2014; PAES et al., 2014; COPPA, 2016).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo geral avaliar extratos contendo antioxidantes, como
compostos fenolicos e antocianinas, a partir do subproduto gerado na fabrica¢do do suco de

mirtilo, através da utilizagao da extragdo com liquido pressurizado (PLE).

2.2 Objetivos especificos
» Analisar o subproduto de mirtilo quanto ao pH, acidez, solidos soluveis e umidade;

» Realizar extracdo com liquido pressurizado testando diferentes solventes;

» Analisar as curvas de cinética de extracao;

» Determinar atividade antioxidante, o conteiido de antocianinas e compostos fenolicos
totais dos extratos obtidos pelas técnicas de extracao com liquido pressurizado (PLE) e

maceragao;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Mirtilo

O mirtilo (Vaccinium sp) ¢ um arbusto, membro da familia Ericaceae, subfamilia
Vaccinoideae e género Vaccinium (TREHANE, 2004). E nativo da Eurasia e que também
cresce em sub-bosques das florestas temperadas da Europa e da América do Norte (Estados
Unidos e Canadd) onde ¢ denominado “blueberry”, muito apreciado por seu sabor, pelo valor
econdmico e por suas propriedades medicinais. Estes poderes devem-se especialmente ao alto
contetdo de antocianidinas contidas nos pigmentos hidrossoliveis de cor azul-plrpura
(RASEIRA & ANTUNES, 2004).

O fruto foi introduzido no Brasil em 1983, pela Embrapa Clima Temperado, em
Pelotas (RS), a partir de plantas provenientes da Universidade da Florida, esta colecao de
cultivares foi a principal base para difusdo da cultura no pais (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

No Brasil, as principais cultivares pertencem ao grupo rabitteye. Apresentam como
caracteristicas: elevado vigor, plantas longevas, alta produtividade, tolerancia ao calor e a
seca, baixa exigéncia na estacdo fria, floragdo precoce, longo periodo entre floracdo e
maturacao (RASEIRA; ANTUNES, 2006; EHLENFELDT et al., 2007).

O mirtilo, além de apresentar um sabor exoético, possui potencial econdmico, elevada
rentabilidade e propriedades funcionais que trazem beneficios para a satide, sendo conhecido
como “fruto da longevidade” (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

O muirtileiro produz frutos com diametro entre 8 e 22 mm, de sabor agridoce. Como
pode ser visto na Figura 1, apresenta aparéncia semelhante ao aragd, ¢ de cor azul-escura,
formato achatado, coroado pelos l6bulos persistentes do calice, com muitas sementes que se
encontram envolvidas em uma polpa de coloracao esbranquigada, com aproximadamente 1,5
a 4 g de peso (KLUGE; HOFFMANN; BILHALVA, 1994; CHILDERS; LYRENE, 2006;
RODRIGUES et al., 2007).
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Figura 1- Imagem de mirtilo (Vaccinium sp).

Fonte: http://viviennearonowitz.com/

Os frutos podem ser utilizados para consumo “in natura”, sucos, geleias, iogurtes,
entre outros, porém a oferta ainda ¢ muito pequena, o que o torna o fruto pouco conhecido da
maioria da populacdo brasileira, inclusive pela populacao do sul do pais, que ¢ a regido mais
recomendada para o cultivo (DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998).

A maior parte dos compostos bioativos permanece no bagago de mirtilo sendo por este

motivo uma fonte natural de corantes e de compostos com propriedades antioxidantes (LI et

al., 2012).

3.1.3 Aspectos econdmicos
O mirtilo apresenta grande importancia comercial, especialmente nos Estados Unidos

e em alguns paises da Europa, como Itdlia e Alemanha (STRIK, 2005; BRAZELTON;
STRIK, 2007). Os norte-americanos importam 82% da produgdo do restante do mundo,
apesar de ser o maior produtor e consumidor da fruta, o pais nao ¢ autossuficiente e depende
do abastecimento de outros paises nos periodos de entressafra. No Brasil, a producdo de
pequenas frutas como o mirtilo, ainda sdo restritas a poucas areas, mas as perspectivas de
cultivo sdo promissoras. As areas com maior producdo estdo concentradas nas cidades de
Vacaria (RS), Lavras (MG) e Campos do Jordao (SP) (RASEIRA; ANTUNES, 2004;
ANTUNES; MADAIL, 2005). Segundo Fachinello (2008), a area de plantio no Brasil ¢é
superior a 150 ha, sendo a maior parte no Rio Grande do Sul, com 45 produtores que geram
em torno de 150 toneladas em 65 ha de area de plantio.

O cultivo comercial do mirtilo esta em franca expansdo em paises da América do Sul
como Chile, Argentina e Uruguai, com area de produ¢do de aproximadamente 6.500 ha. A
expansdo da cultura nesses paises ¢ influenciada, em grande parte, pela demanda da
entressafra de paises do hemisfério norte como os Estados Unidos (STRIK, 2005;

BRAZELTON; STRIK, 2007).



17

Um fator importante para o aumento das areas cultivadas com mirtilo ¢ o crescente
interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas devido a sua baixa toxicidade em
relagdo aos antioxidantes sintéticos (WOLFE; WU; LIU, 2003; MANACH, 2004).

Essas demandas de mercado podem gerar oportunidades de negdcio para o setor
produtivo brasileiro, desde que haja adocdo de tecnologia para a producdo e a utilizacdo de

cultivares adequadas (ANTUNES; MADAIL, 2005).

3.1.4 Composig¢ao e valor nutricional
O mirtilo apresenta diversas propriedades nutracéuticas e alto potencial antioxidante,

em razao da presenca de compostos fendlicos (KALT; JOSEPH; SHUKITT-HALE, 2007).
Além disso, pesquisas recentes tém destacado multiplas fun¢des e mecanismos importantes
relacionados a habilidade dos compostos fendlicos de se ligarem a receptores celulares e
transportadores de membranas e influenciarem a expressao génica, a sinalizagdo e a adesao
celular (MANACH, 2004). Buran et al. (2012) destaca que o mirtilo pode auxiliar na
prevencao do cancer, doencas cardiovasculares e diabetes. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao

e perfil nutricional encontrado em 100 g de mirtilo.



Tabela 1 - Perfil nutricional do mirtilo.

Nutrientes em 100 g do fruto

Umidade 83-87 g
Valor energético 51-62 kcal
Proteinas 0,4-0,7 g
Lipidios 0,5¢g
Glicose 5-7¢
Frutose 5-7g
Sacarose Nd
Fibra I-1,5¢
Cinza 0,19-0,25 ¢
Sais minerais
Calcio 11,4-12,2 mg
Ferro 0,6 mg
Magnésio 5,8 — 8,4 mg
Fosforo 14 — 47 mg
Potéssio 48 — 112 mg
Sadio 3,4—43 mg
Zinco 0,1 mg
Cobre 0,1 mg
Manganés 0,4-1,2mg

Vitaminas e outros componentes

Vitamina C 22-62 mg
Taninos 270-550 mg
Pectinas 300-600 mg

Antocianinas 300-725 mg

18

Fonte: Rodrigues, et al. (1992).

Os compostos fendlicos comportam-se como sequestradores de radicais livres e
possuem propriedades interessantes para a area alimentar, medicinal e nutracéutica. A
atividade antioxidante dos mirtilos ¢ influenciada pelo teor em compostos fendlicos, em
particular o teor de antocianinas totais presente em elevadas concentragdes na pelicula do
fruto, além disso, estes compostos possuem efeitos benéficos adicionais a satide, como o
efeito antimicrobiano (KHALIFA et al., 2015; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015). A

concentracdo destes compostos bioativos depende do genotipo, das condigdes ambientais, da
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maturacgdo, das condi¢des de pré e pos-colheita (armazenamento), do processamento do fruto
e dos procedimentos de extragio (CASTREJON et al., 2008).

Segundo Sousa et al. (2006) os flavonoides do mirtilo sdo reconhecidos pelas
propriedades anticancerigenas, sendo a capacidade antioxidante das antocianinas a

propriedade bioldgica mais importante.

3.2 Residuos da industria alimenticia
Nas duas ultimas décadas, a populacdo mundial cresceu de maneira acentuada,

fazendo aumentar a demanda por alimentos e assim consequentemente aumentando os
residuos e subprodutos do processo de industrias alimenticias, representando um crescente
problema. Os residuos de frutas, hortalicas e sementes sdo geralmente propensos a
degradacao, e muitas vezes destinados para utilizacdo na ragdo animal ou na forma de
fertilizantes (PEREIRA et al., 2003; SCHIEBER; STINTZING; CARLE, 2001).

Os residuos vegetais possuem altos teores de vitaminas, sais minerais € componentes
bioativos, que atuam na assimilacao de outros nutrientes e auxiliam na prevencao de doencas.
Estes subprodutos podem ser utilizados como fontes alternativas de compostos bioativos,
além disso, tornando-se uma forma eficaz de se reduzir a polui¢do ambiental, podendo
agregar valor ao produto e diminuir o custo de industrializacdo. As substancias
biologicamente ativas mais comumente encontradas sdo: compostos fenolicos, flavonoides,
antocianinas e carotenoides, que tém impulsionado o desenvolvimento de pesquisas por
produtos que contribuam com a melhoria da qualidade de vida, provenientes especialmente de
fontes naturais. Consequentemente, na tentativa de atender as novas exigéncias do mercado
faz-se necessario a busca por novas tecnologias que proporcionem beneficios ao consumidor e
ao mesmo tempo diminua as perdas economicas (GIOVANNINI, 1997; CONSTANT, 2003;
PESCHEL et al., 2006).

Sendo o mirtilo uma fruta sazonal e de elevada perecibilidade ¢ usualmente
processado de diferentes formas como sumos, purés, geleias ou produtos enlatados para
posterior consumo. Durante o processamento do fruto os compostos fenolicos constituintes,
em especial as antocianinas, sofrem degradacdo. O uso de altas temperaturas pode diminuir a
qualidade nutricional das frutas, assim como influencia o seu perfil fendlico e a sua
capacidade antioxidante (GALLEGOS-INFANTE et al., 2009; REYES et al., 2011).

No Brasil grande quantidade de mirtilo € processada, assim inevitavelmente sdo
gerados subprodutos residuais como caules, sementes e cascas, sendo denominado de bagaco,

0s quais sdo ricos em antocianinas e outros compostos polifendis, sendo uma interessante
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fonte de corantes naturais e compostos antioxidantes (LEE; DURST; WROLSTAD, 2002;
LEE; WROLSTAD, 2004). Segundo Kechinski (2011), o processo de extragdo do suco de
mirtilo gera em torno de 20 % de residuo solido (bagaco) e neste ficam cerca de 63 % do teor
de antocianinas totais presentes no fruto.

O interesse pelos antioxidantes e compostos naturais de extratos de plantas teve
expressivo crescimento, devido a demanda por aditivos com baixa toxicidade em relagdo aos

sintéticos (WOLFE; WU; LIU, 2003; MANACH, 2004).

3.3 Compostos fendlicos
Compostos fendlicos ou polifendis sdo substincias amplamente distribuidas na

natureza. Fazem parte dos constituintes de uma variedade de vegetais e frutas, além de estar
presente em seus produtos industrializados (BRAVO, 1998).

A quantidade de compostos fendlicos encontrados em cada fruta pode estar
relacionada a fatores como a variedade, localizagdo geografica da planta, condigdes
ambientais e climaticas durante o crescimento da mesma (fertilizagdo, temperatura, luz e
agua), assim como com a incidéncia de doengas. Além disso, podem ser influenciados
também por fatores como condigdes de amadurecimento e armazenamento pds-colheita dos
frutos e por processos tecnoldgicos utilizados na elaboragdo e armazenamento dos produtos
derivados (ZADERNOWSKI, NACZK E NESTEROWICZ, 2005; KING; YOUNG, 1999).

O reconhecimento das propriedades antioxidantes destes compostos tem evocado uma
nova visdo em dire¢do aos efeitos benéficos para a saude que eles podem apresentar.
(OLIVEIRA, 2010).

Segundo Severo et al. (2009) a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos pode
ser atribuida aos grupamentos hidroxila, que se unem aos radicais livres sendo que estes
apresentam numero impar de elétrons, a Figura 2 apresenta a estrutura basica de um composto
fenodlico, também conhecido como fenol ou acido fénico.

Figura 2- Estrutura basica dos compostos fenélicos.

OH

Fonte: Angelo e Jorge (2007).
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As propriedades biologicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Esta atividade
dependera da estrutura quimica do composto, podendo ser determinada pela agdo da molécula
como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com outros
antioxidantes e potencial de quelagdo de metais) (OLDONI, 2004). A Tabela 2 apresenta as
varias classes de compostos fenolicos que podem ser encontrados em plantas.

Tabela 2- Classificagao dos compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzoicos Cs-C
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs-Cy
Acidos hidroxicinamicos,
fenilpropanoides GG
Nafitoquinonas Cs-C4
Xantonas Ce-C1-Cs
Estilbenos, antoquinonas Cs-Cr-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Cs-C5-Cq
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C5-Cs)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-Co)n

Fonte: Angelo e Jorge (2007).
Segundo Bailey (1996), os antioxidantes podem ser classificados em primarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, biologicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos.
Compostos fenolicos sdao antioxidantes primdrios que promovem a remog¢ao ou
inativacao dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacao da reagdo, através
da doagdo de 4tomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia
(BAILEY, 1996; SIMIC, JAVANOVIC, 1994; NAMIKI,1990), como pode ser observado na

Figura 3 que apresenta a a¢ao dos antioxidantes primarios.
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Figura 3- Mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios.

ROO*+ AH — ROOH+ A*

R*+AH — RH+ A*

onde: ROO® e R* - radicais livres; AH - antioxidante
com um atomo de hidrogénio ativo e A* - radical inerte

Fonte: Ramalho ¢ Jorge (2006).

3.3.1 Flavonoides
Os flavonoides constituem a maior classe de fenolicos vegetais. Devido as suas cores

atrativas, flavonas, flavonois e antocianidinas contribuem como sinais visuais para insetos
durante a polinizagdo (STALIKAS, 2007). Estruturalmente constituem compostos de baixo
peso molecular, consistindo de 15 atomos de carbono, contendo um esqueleto comum de
difenilpiranos (C¢-C3-Cs), compostos por anéis fenil ligados através de um anel pirano

(heterociclico) (Figura 4).

Figura 4- Estrutura quimica dos flavonoides.

O

C
=

Fonte: Angelo e Jorge (2007).

A atividade antioxidante dos flavonoides depende da propriedade redox de seus
grupos hidrofenolicos e da relagdo estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica
(ANGELO; JORGE, 2007).

De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavonoides sdo
separados em diversas classes: flavonas, flavonois, dihidroflavonoides (flavonas e flavonois),
antocianidinas, isoflavondides, auronas, neoflavonoides, biflavonoides, catequinas e seus
precursores metabolicos conhecidos como chalconas e podem ocorres como agliconas,

glicosilados e como derivados metilados (OLDONI, 2007; STALIKAS, 2007).
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3.3.1.1 Antocianinas
As antocianinas constituem o maior grupo de pigmentos aquosoluveis encontrados na

natureza, sendo responsaveis pelas cores que vao do laranja passando pelo vermelho e do
violeta até o azul escuro de muitas flores, frutos, folhas, raizes e caules encontrados na
natureza (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000, ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006).

As fungdes desempenhadas pelas antocianinas nas plantas sdo variadas: antioxidantes,
protecao a radiagdo ultravioleta, mecanismo de defesa e funcao biologica. As cores vivas e
intensas tém um importante papel na atracdo de polinizadores e dispersdao das sementes
(MALACRIDA; MOTTA, 2005; LOPES et al., 2007).

Em especial no mirtilo, a cor estd estreitamente correlacionada com o teor de
antocianinas do fruto e este, por sua vez, estd relacionado com o pH e o ratio (relacao solidos
soluveis e acidez total) (SELLAPPAN et al., 2002).

As duas classes de flavonoides consideradas mais importantes sdo os flavondis e as
antocianidinas. As antocianidinas apresentam como estrutura fundamental o cation flavilico
(2-fenilbenzopirilio) como mostra a Figura 5 (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Figura 5- Estrutura do cation flavilico.

Fonte: Favaro (2008).

Essa classe de compostos ocorre naturalmente na forma heteroglicosidica, contendo
duas ou trés por¢des, uma aglicona (antocianidina), um grupo de agtcares e, frequentemente,
um grupo de acidos organicos (CIPRIANO, 2011). A Figura 6 apresenta a estrutura basica de

uma antocianina.
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Figura 6- Estrutura quimica basica de uma antocianina.

Fonte: Simdes et al. (2003).

Sao conhecidas aproximadamente 23 agliconas, das quais 18 ocorrem naturalmente na
natureza e dessas somente 6 (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina) estdo presentes nos alimentos (MALACRIDA; MOTTA, 2006; FRANCIS, 2000).
A Tabela 3 apresenta os nomes, os grupos substituintes R1 e R2 e as coloragdes, das
principais antocianidinas encontradas na natureza.

Tabela 3- Nomes e grupos substituintes R1 e R2 das principais antocianidinas encontradas na
natureza e sua respectiva coloragao.

Antocianidina R, R, Coloracao
Cianidina OH H Vermelho-laranja
Delfinidina OH OH Azul-vermelho
Malvidina OCH; OCH; Azul-vermelho
Pelargonidina H H Vermelho
Peonidina OCH; H Vermelho-laranja
Petunidina OH OCH; Azul-vermelho

Fonte: Borges et al. (2014).

Kong et al. (2003), relata que a distribui¢ao das antocianidinas em diferentes partes de
frutas e vegetais ¢: cianidina — 50%, delfinidina — 12%, pelargonidina — 12%, peonidina —
12%, petunidina — 7% e malvinidina — 7%. Desta forma, ressaltando que a cianidina ¢ a
antocianidina mais presente nos vegetais.

As antocianinas tém uma ou mais de suas hidroxilas ligadas a agucares, diferente das
antocianidinas que ndo possuem agucares. Os mais comuns agucares ligados as antocianinas
sdo: glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos por esses
acucares. O agucar presente nas moléculas de antocianinas confere maior solubilidade e
estabilidade a estes pigmentos, quando comparados com as antocianidinas (FENNEMA;

DAMODARAN; PARKIN, 2008; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).
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Quando isoladas as antocianinas sdo extremamente instdveis e bastante susceptiveis a
degradagdo (GIUSTI; WROLSTAD, 2003). Tanto as caracteristicas de cor (tonalidade e
saturacdao) dos pigmentos como sua estabilidade sdo muito influenciadas pelos substituintes
na aglicona. A degradagdo das antocianinas geralmente ocorre durante a sua extracdo dos
tecidos vegetais e também durante o processmento e armazenamento dos alimentos
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2008).

Os principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas sdo a estrutura
quimica, o pH, a temperatura, a luz, a presenga de oxigénio, a degradacdo enzimatica e as
interagdes entre os componentes dos alimentos, tais como acido ascorbico, ions metélicos,
acucares e copigmentos (FRANCIS; MARKAKIS, 1989).

Narayan et al. (1999), descrevem que as antocianinas sdo um potente antioxidante
quando comparado aos antioxidantes classicos como o butilato hidroxi anisol (BHA), butilato
hidroxi tolueno (BHT) e alfa tocoferol (vitamina E). As antocianinas quando adicionadas a
alimentos, além de conferir a coloracdo propicia a prevencdo contra auto-oxidagdo e

peroxidacdo de lipideos em sistemas biologicos.

3.4 Extracio de compostos bioativos de residuos vegetais
A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de produtos naturais

influencia diretamente na sua qualidade e sua composi¢do final. O procedimento de extracdo ¢
determinado pela familia de compostos a ser extraida e se o objetivo ¢ quantitativo ou
qualitativo. O rendimento e a composi¢ao dos extratos dependem tanto do solvente utilizado
como do método aplicado, que pode ser baseado em mecanismos quimicos diferentes, pois a
solubilidade de substincias se d4 em funcdo de uma afinidade quimica existente entre as
espécies do sistema em fun¢ao de sua polaridade e solvente empregado. Quando o objetivo ¢
obter corantes ou produtos antioxidantes para a industria de alimentos, as extracdes
geralmente sdo realizadas utilizando agua, alcoois ou uma mistura deles, como ¢ o caso dos
flavonoides por serem compostos polares. Na maioria dos casos, a temperatura de extragdo e a
natureza do solvente determinam o poder de dissolucao do soluto (OLIVEIRA, 2010).

Os solventes extratores alcodlicos acidificados tém o poder de desnaturar as
membranas das células do tecido vegetal, auxiliar a penetragdo do solvente e dissolver os
pigmentos mais facilmente, favorecendo desta forma a extragdo de compostos como as
antocianinas, além de aumentar a estabilidade do extrato (JACKMAN; YADA; TUNG, 1987;
REVILLA; RYAN; MARTIN-ORTEGA, 1998).
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Para uma boa eficiéncia da extragdo de compostos bioativos também faz-se necessario
conhecer outros fatores que influenciam no processo, sendo os dois parametros fundamentais
que definem o quanto e qudo rapidamente os compostos serao extraidos dos tecidos vegetais
sdo: a taxa de transferéncia de massa e o equilibrio da concentragdo entre o interior do vegetal

e meio extrativo (CONSTANT, 2003).

3.4.1 Extracdo por maceragao
Entre os métodos mais utilizados para extracao encontra-se o método da extragdao por

maceracao, onde a matéria vegetal fica em recipiente fechado, em temperatura ambiente,
durante um periodo, sob agitagdo ocasional, ou agitacio mecanica constante (maceragao
dindmica). Neste método ndo ha a renovagdo do liquido extrator, ocasionando facilmente sua
saturacao (NAVARRO, 2005).

Diversas variagdes desta operagdo objetivam o aumento da eficiéncia de extragao,
entre elas: aquecimento do sistema, renovag¢do do liquido extrator e agitagdo. Apesar dos
inconvenientes, ainda ¢ uma das técnicas mais usuais devido a simplicidade e custos

reduzidos (SONAGLIO; ORTEGA; PETROVICK, 2001; NAVARRO, 2005).

3.4.2 Extracdo com liquido pressurizado (PLE)
Na tentativa de superar as limitagdes do processo de extra¢do, nos ultimos anos

diversas outras técnicas de tém sido desenvolvidas. Entre elas, a extracdo com liquido
pressurizado (PLE), a qual est4 recentemente em estudo intensivo, uma vez que estao sendo
relatadas inumeras vantagens sobre os processos tradicionais, tais como boa eficiéncia,
utilizacdo de solventes ndo poluentes e seguros, flexibilidade no processo devido a
seletividade do solvente (CAMEL, 2001; RAMOS; KRISTENSON; BRINKMAN, 2002;
CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; MUSTAFA; TURNER, 2011; WIINGAARD et al.,
2012; MACHADO, 2014).

A técnica PLE ¢ também conhecida como extragdo com fluido pressurizado (PFE),
extracdo com solvente subcritico, extracdo acelerada com solvente (ASE), extracdo com
solvente quente pressurizado (PHSE) e extragao com solvente a alta pressao (HPSE). Quando
100% de agua (solvente ambientalmente amigavel) ¢ utilizada como solvente, a PLE ¢
geralmente denotada pelos seguintes termos: extracdo com agua subcritica (SWE), extracao
com agua quente pressurizada (PHWE), extracdo com agua pressurizada a baixa polaridade,

extracdo com agua superaquecida e ainda pode ser encontrado na literatura extracdo com agua
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liquida quente ou extragdo com agua a alta temperatura (CARABIAS-MARTINEZ et al.,
2005; PRONYK; MAZZA, 2009; MUSTAFA; TURNER, 2011).

A elevada pressao aplicada, geralmente variando de 4 a 20 MPa, garante que o
solvente se mantenha no estado liquido na temperatura de processo (RAMOS;
KRISTENSON; BRINKMAN, 2002). Esta ¢ a principal razdo para a utilizacdo de pressao
alta.

A PLE geralmente requer menos (tempo de extragdo varia entre 5 a 30 minutos) e
menor consumo de solventes que as técnicas convencionais (MENDIOLA et al., 2007). Esta ¢
a razdo pela qual a PLE pode ser de interesse comercial, como um método de extragdo

alternativa para a obtencdo de compostos bioativos a partir de subprodutos.

3.4.3 Cinética de extragao
O estudo da cinética de extragdo, ou curva global de extracdo, ¢ o estudo que

possibilita compreender melhor o processo de extragdo e os mecanismos fenomenologicos
presentes no processo (MACHADO, 2014).

A constru¢do de uma curva global de extracdo, também conhecida como overall
extraction curve (OEC), ¢ feita através da quantificacdo da massa de extrato ou rendimento
global, em fung¢do do tempo ou da quantidade de solvente consumido (BRUNNER, 1994). O
rendimento global ¢ a quantidade total de material que pode ser extraido de uma matriz em
determinada condi¢cdo de temperatura e pressdao, expresso como a razao entre a massa de
extrato e a massa de matéria-prima (VASCONCELLOS, 2007). As OEC’s podem ser
descritas por trés estapas, como mostra a Figura 7.

Figura 7- Curva de cinética de extracdo com suas etapas: taxa de extragcdo constante (CER);

taxa de extragdo decrescente (FER); periodo difusional (DC).

Quantidade total de extratonosélido

DC
FER

Quantidade de extrato

CER

Tempo

Fonte: Adaptado de Martinez (2005).
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Braga (2005) descreve as trés etapas de uma curva de cinética de extragao:

A etapa de taxa de extragdo constante (CER- Constant Extraction Rate) ¢
caracterizada pela facil extracdo do soluto que recobre a superficie das particulas ou
liberados pelo rompimento das paredes celulares nos processos de preparacdo, como
na moagem por exemplo. Nesta etapa a transferéncia de massa que predomina € por
convecgao;

A etapa de extracdo decrescente (FER-Falling Extraction Rate) caracteriza-se pela
camada de soluto de facil acesso estar se exaurindo, assim a taxa de transferéncia de
massa decresce rapidamente. Nessa etapa, a resisténcia a transferéncia de massa
encontra-se em ambas as fases e tanto os processos de difusdo quanto de convecgdo
passam a ser importantes na extragao;

A etapa de taxa de extracdo controlada pela difusdo (DC- Diffusion Controlled) ¢
caracterizada pela auséncia de soluto na superficie das particulas e a taxa de extragdo ¢
determinada apenas pela difusdo do solvente para o interior das particulas solidas,

seguida da difusdo da mistura soluto/solvente para a superficie das particulas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Obtengao e preparo da matéria-prima

O bagago de mirtilo, constutuido de pele e semente, gerado ap6s a extragao do suco foi
gentilmente doado pela empresa Organicos Perdla da Terra, situada na cidade de Antdnio
Prado no Rio Grande do Sul. Apos o processo, a empresa encaminhou até a URI — Erechim 9
Kg de bagaco congelado, sendo este acondicionado em freezer convencional -18°C até sua
utilizacdo. A Figura 8 apresenta o bagago de mirtilo imido, descongelado.

Figura 8- Bagago de mirtilo.

Fonte: A autora.

A secagem do bagaco de mirtilo foi feita em liofilizador (modelo Modulyo, fabricante
Edwards) acoplado a uma bomba de vacuo (modelo RV8, fabricante Edwards). As amostras
foram colocadas em placas de petri formando uma fina camada e cobertas por papel aluminio
afim de proteger da luminosidade, foram liofilizadas por 48 horas a -40°C. A Figura 9
apresenta o bagaco de mirtilo apds a liofilizagao.

Figura 9- Bagaco de mirtilo apos liofilizacdo.

Fonte: A autora.

Apb6s secagem procedeu-se a separagdo das sementes utilizando-se peneiras

granulométricas, a fracdo que ficou retira na peneira de menor mesh, composta
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majoritariamente por sementes, foi moida em moinho de facas (Marconi, MA048), assim

ficando as particulas com tamanho entre 30 e 60 mesh.

4.1.2 Reagentes
Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

Etanol 95% marca Neon pureza de 99,5%;
Metanol PA marca Neon pureza de 99,5%;
Etilenoglicol marca Merck pureza 99,5%;
Propilenoglicol marca Merck pureza 99,5%;
Carbonato de sodio marca Synth;

Folin ciocauteu marca Proton;

Cloreto de potassio marca Synth;

Cloreto de s6dio marca Synth;

Acetato de s6dio marca Synth;

Acido cloridrico marca Dinamica;

Acido gélico marca dinamica;

DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) marca Sigma aldrich;

YV V.V V V V V V V V V V

4.2 Metodologia experimental
4.2.1 Analise das propriedades da matéria-prima

O bagaco foi descongelado até temperatura ambiente e fez-se as seguintes analises de
caracterizacdo: solidos soluveis (°Brix) através de refratdmetro portatil, acidez total titulavel
pelo método do Instituto Adolfo Lutz 016/1V, pH através do método do Instituto Adolfo Lutz
017/IV e umidade em analisador por infravermelho (Marte ID-50) conforme descrito por

Pauletto (2016).

4.2.2 Extragdo com liquido pressurizado
4.2.2.1 Unidade de extracao

O sistema de extragdo utilizando liquido pressurizado, representado na Figura 10,
consiste em um reservatorio que contém o solvente, uma bomba, uma valvula de bloqueio,
uma c¢lula de extracdo, uma valvula reguladora de pressao e um frasco para a coleta dos
extratos. A célula extratora ¢ encamisada, para possibilitar o controle da temperatura através
de banho de agua. Depois de preencher a célula de extragdo com a amostra e ajustar a

temperatura, o experimento iniciou-se com o bombeamento do solvente, na vazdo
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selecionada. A extragdo propriamente dita iniciou-se quando o sistema atingiu a temperatura e
a pressao selecionada.

Figura 10- Unidade de extracao PLE.
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Fonte: A autora
(1) Banho de agua

(2) Reservatodrio que contém o solvente
(3) Bomba de pressao

(4) Vélvula de bloqueio

(5) Mandmetro

(6) Célula de extracao

(7) Valvula reguladora de pressao

4.2.2.2 Condigoes de extragao
Os procedimentos de extracdo basearam-se em estudo realizado por Paes et al., (2014),

com adaptagdes, sendo utilizada temperatura de 40°C, pressdo de 10,4 Mpa, vazao do
solvente de 2 mL/min, extracdo estatica de 30 minutos mais extragdo de 180 minutos. Os
solventes utilizados foram etanol 95%, metanol absoluto, propilenoglicol 20% em solugdo
aquosa (v/v) e etilenoglicol 20% em solu¢do aquosa (v/v), sendo utilizados sem acidificagdo e

acidificados com solugao de acido cloridrico 0,1 mol/L até atingir pH 3.
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O valor de pH foi determinado a partir de estudo realizado por Hentz (2015), onde foi
feita a extra¢do de antocianinas de casca de jabuticaba e comparam trés diferentes valores de
pH: 1, 2 e 3, sendo o pH 3, que obteve maior quantidade antocianinas extraidas, em

temperatura de 40°C.

4.2.3 Extragdo por maceragao
O procedimento de extracdo por maceracdo buscou aproximar-se a0 maximo possivel

das condi¢des usadas na extracdo PLE, sendo que o solvente utilizado foi aquele que
apresentou maior concentragdo de compostos fenolicos obtidos por PLE.

Para a extracdo por maceracdo utilizou-se 18 g de matéria-prima, que foi transferida
para em um erlenmeyer, onde adicionou-se 270 mL do solvente propilenoglicol 20% em
solucdo aquosa (v/v), envolveu-se o erlenmeyer em papel aluminio a fim de evitar degradagao
pela luz. Utilizou-se plataforma de agitacao orbital (shaker) a temperatura de 40°C, agitacao
de 115 rpm conforme descrito por Hentz (2015) e o tempo total de extragdo de 180 minutos,
sendo feita a retirada 5 mL de aliquotas de extrato a cada 30 minutos para analise dos

compostos.

4.2.4 Determinacao do rendimento global e cinética de extracdo
O percentual do rendimento global (X,) dos extratos obtidos pela técnica PLE foi

calculado relacionando a massa total de extrato (Mexwato) ©€m base seca € a massa de
alimentagdo do residuo de mirtilo seco (Miesiduo)-

Os frascos utilizados para acondicionar o extrato foram previamente lavados, secados
e pesados. Apods a extragdo os frascos foram levados a estufa com circulagdo de ar para
evaporac¢do do solvente até apresentarem peso constante, sendo descontado o peso do frasco,

assim obtendo-se a massa do extrato. O rendimento global foi calculado a partir da Equacao 1.

X, = Sextrato 5 100 (1)

residuo

Para o estudo e construcdo da curva da cinética de extragdo (curvas globais de
extragdo), foram obtidos os dados de rendimentos de cada aliquota de extrato recolhida nos
seguintes tempos: 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, 140, 160 e 180

minutos. Os tempos foram definidos com menor intervalo no inicio do processo
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4.2.5 Teor total de antocianinas monoméricas
A andlise de teor total de antocianinas monoméricas (TMA) nos extratos foi realizada

pelo método do pH diferencial descrito por Lee; Durst; Wrolstad (2005). O método baseia-se
na transformacdo estrutural da antocianina como uma fun¢do do pH em duas solugdes
tampao: cloreto de potassio, pH 1,0 e acetato de sodio pH 4,5. De acordo com o método a
diferenca em absorbancia das solugdes de pH 1,0 e 4,5 é diretamente proporcional a
concentragdo de TMA. A absorbancia das amostras tamponadas nos dois diferentes pHs
foram determinadas nos comprimentos de 510 nm e 700 nm. A quantidade total de
antocianinas monoméricas ¢ calculada como mg/gss de cianidina-3-glucosideo conforme

representado pela Equacao (2).

[(As10—A700 JpH 1,0~ (As10—A4700)pH 4,5]-MW.V.DF.1000
em.1

TMA = (2)

Na Equagdo (2) MW representa a massa molar da cianidina-3-glucosidio (449,2 g.mol-
1), DF ¢ o fator de dilui¢do da amostra, € é o coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-
glucosidio (26900 1.mol-1.cm-1), 1000 representa a conversao de g para mg, 1 ¢ o caminho da
onda na cubeta em cm, V é o volume da solucdo extraida e m é a massa de solido seco

utilizado na extracdo. As determinagdes foram realizadas utilizando um espectrofotometro

UV-1600 Pré-analise.

4.2.6 Compostos fenolicos totais
A andlise dos compostos fendlicos totais presente nos extratos foi realizada pelo

método de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton e Rossi (1999). O método baseia-se no
reagente do Folin-Ciocalteau (mistura de molibdato, tungstato e 4cido fosforico) que sofre
reducdo quando reage com compostos fendlicos ou outras substincias redutoras, na presenga
do catalisador cobre II, com formag¢do de complexos azulados que absorvem fortemente entre
750 e 765 nm.

Como padrao de referéncia utilizou-se o acido galico, sendo construida uma curva
padrdo com concentragdes entre 0,01 e 0,1 mg/mL. A reagdo foi realizada em tubos de ensaio,
sendo transferidos para estes 0,5 mL de extrato (previamente diluido) ou solugdo padrdo de
acido galico, em seguida adicionou-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteua (dilui¢ao 1:10
com agua destilada). Aguardou-se 5 minutos e adicionou-se 2 mL de solu¢do aquosa de

carbonato de sodio 7,5%. Agitou-se os tubos em vortex e deixou-se em repouso em ambiente



34

escuro por duas horas para que ocorresse a reacdo. Fez-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro UV-1600 Pro-andlise com comprimento de onde de 760 nm. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados calculados a partir da equagdo obtida da curva

padrao, sendo expressos em mg equivalentes de acido galico (mgEAG)/ 100g de residuo seco.

4.2.7 Atividade antioxidante
A analise da atividade antioxidante total dos extratos do subproduto de mirtilo foi

realizada pelo método do sequestro de radicais livres DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil),
descrito por Brand-Williams et al. (1995). Esta consiste em medir a capacidade de captura do
radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm.

Para realizacdo da analise preparou-se uma solu¢ao de DPPH diluindo-se 0,0039g em
100 mL de etanol, sendo sempre preparada no dia da andlise. Os extratos foram diluidos em
etanol, obtendo concentragdes entre 10 mg/mL a 0,01 mg/mL. Em tubos de ensaio transferiu-
se a solucdo DPPH e o extrato previamente diluido, agitou-se em vortex e aguardou-se 30
minutos sob abrigo de luz para a ocorréncia da reacdo. O controle consiste na absor¢ao de
50% de etanol e 50% de solu¢do de DPPH e o branco consiste na absor¢do do etanol. A
leitura foi feita em espectrofotdometro UV-1600 Pro-andlise em 515 nm. O célculo da
atividade antioxidante foi realizado a partir da Equagdo 3, e através de regressdo linear

obteve-se a concentragdo necessaria de extrato para capturar 50% de do radical livie DPPH

(ICSO)'

100 — (Abs amostra — Abs do branco)x100

AA(%) =
(%) Abs controle

3)
Onde

Abs amostra: absorbancia da amostra

Abs do branco: absorbancia do branco

Abs controle: absorbancia do controle

4.3 Analise estatistica
As andlises de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey para determinar as
diferengas estatisticamente significativas em nivel de 95% de confianca e 5% de significancia,

foram realizadas utilizando-se o software Statistica 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises das propriedades da matéria-prima
Os resultados obtidos nas andlises das propriedades do subproduto de mirtilo antes do

processo de liofilizagdo sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Resultados das analises das propriedades da matéria-prima.

Analises Valor médio + desvio padrao
Acidez total titulavel
. . +
(% acido citrico) 0,46+ 0,01
pH 3,16+ 0,10
Umidade (%) 65,90 + 0,55
SS (°Brix) 9,50 £ 0,30

Em estudo realizado por Zardo (2014) ao trabalhar com bagago de mirtilo este obteve
valor de 12°Brix. Santos et al. (2007), relatada que o teor de sélidos soluveis (°Brix) no
mirtilo pode variar de 7 em frutos verdes e chegando a 15 em frutos maduros. Assim ficando
de acordo com o resultado encontrado de 9,50 °Brix.

Paes (2016) ao analisar os dois diferentes lotes de bagaco de mirtilo apos extragao do
suco obteve resultados de 0,48 e 0,52 % de acido citrico, 3,33 e 3,09 de pH, 10,33 ¢ 11,27 de
°Brix e umidade 84 e 75,1 %, sendo estes valores proximos aos encontrados neste estudo.

A variacdo de resultados para a composi¢do fisico-quimica do mirtilo pode variar de
acordo com diversos fatores: espécie, variedade, fertilidade do solo, época do ano da colheita,
grau de maturagdo, condi¢gdes ambientais e pratica de cultivo (SILVEIRA; VARGAS; ROSA,
2007).

5.2 Extracio com liquido pressurizado
5.2.1 Cinéticas de extracao

Para poder caracterizar e compreender melhor o processo de extragdo ¢ preciso
compreender os mecanismos fenomenoldgicos presentes no processo. Desta forma o estudo
da cinética de extragdo (curvas globais de extracdo) possibilita a aquisicdo destes
conhecimentos, sendo construida a partir dos dados de rendimentos obtidos de cada aliquota

durante a extracdo. A Figura 11 mostra as curvas de cinética de extracdo de cada solvente.
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Através das curvas de cinética de extragdo percebe-se que a taxa crescente de extracao
acontece até os 40 minutos, e no decorrer do tempo torna-se constante, para a maioria dos
solventes. O propilenoglicol 20% pH 3 apresenta sua méaxima extragdo até os 30 minutos,
havendo pouco varia¢cdo do decorrer do tempo restante. Com o etanol 95% e etanol 95% pH
3, nota-se que sua taxa crescente vai até os 80 minutos. Estas oscilagdes do periodo de taxa
crescente de extracdo estdo ligadas a facilidade do solvente a se ligar aos compostos que estao
mais facilmente disponiveis e arrastd-los, uma vez que o fendmeno de transferéncia de massa
que acontece nesta fase ¢ a convecg¢do. Nos demais periodos o solvente precisa ter a
capacidade de penetrar nas particulas para remover os compostos, assim percebe-se através

das curvas que a taxa de extracdo nestes periodos decresce.

Figura 11- Curvas das cinéticas de extracao.
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A Tabela 5 apresenta o rendimento total obtido por cada solvente ao final dos 180
minutos de extracdo, com a mesma quantidade de amostra na célula extratora e nas seguintes
condigdes de extragdo: temperatura de 40°C, pressao de 10,4 MPa, vazdo de 2 mL/min e

extragdo estatica de 30 minutos.



37

Tabela 5- Rendimento total de cada solvente.

Solvente Rendimento (%)
Etanol 95% 33,74
Etanol 95% pH 3 36,95
Metanol 37,69
Metanol pH 3 38,24
Etilenoglicol 20% 43,98
Etilenoglicol 20% pH 3 44,16
Propilenoglicol 20% 31,28
Propilenoglicol 20% pH 3 30,27

O rendimento total ¢ uma medida quantitativa de extrato obtido, mostrando a
eficiéncia do solvente em retirar compostos da matriz vegetal. Através dos dados expostos na
Tabela 5 percebe-se que o etilenoglicol 20% pH 3 foi o solvente que obteve maior rendimento
total 44,16% e o propilenoglicol 20% pH 3 o solvente com menor rendimento apenas 30,27
%. Ao comparar o rendimento dos solventes na forma normal e acidificados percebe-se um
pequeno aumento quando o solvente foi acidificado, isso se deve a maior solubilizagdo de
carboidratos e proteinas que ocorre em meios acidificados, exceto para o propilenoglicol 20%
que quando utilizado com pH 3 teve uma pequena reducao do rendimento.

Em estudo realizado por Paes (2016) com extracdo PLE de residuo de mirtilo
liofilizado, o rendimento méaximo encontrado foi de 8% com agua acidificada (pH 2) e o
menor de 4,2% com etanol 100%, em 30 minutos de extragdo, 40°C e 20 Mpa.

Machado (2014) ao realizar extragdo PLE de residuo de amora obteve o maior
rendimento global de 14,99% com agua pH 2,5, durante 30 minutos de extracdo 100°C e 75
bar. Valores estes bem menores que os encontrados neste estudo, onde o menor rendimento
no tempo de 30 minutos foi de 28,21% com o solvente propilenoglicol 20%.

A variacdo de rendimento esta diretamente ligada ao tamanho das particulas, a
moagem ¢ um processo que facilita a extragdo, uma vez que aumenta a superficie de contato
da matéria-prima com o solvente facilitando a transferéncia de massa e consequente

aumentando o rendimento de extragao.
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5.2.2 Compostos fendlicos totais
Os compostos fenolicos totais foram analisados em aliquotas retiradas a cada 30

minutos de extragdo, sua quantificacdo esta representada na Figura 12.

Figura 12- Compostos fendlicos extraidos a cada 30 minutos.
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A partir da Figura 12, observa-se a diferenga da quantidade de compostos fendlicos
extraidos por cada solvente. No tempo de 30 minutos ¢ onde hd a maior diferenca entre os
solventes, o etilenoglicol 20% apresenta a maior quantidade de compostos fenolicos 2403,87
mgEAG/100g de residuo seco e o etanol 95% pH 3 com a menor quantidade 1375,45
mgEAG/100g. Também ¢ perceptivel que no tempo de 30 minutos ha a maior quantidade de
compostos fendlicos extraidos, apresentando notavel diminui¢do nos 60 minutos e ficando
proximo a zero no final da extragao.

A Figura 13 apresenta a quantidade de compostos fenolicos extraidos por cada
solvente no tempo total da extracdo (180 minutos). As letras diferentes sobre as barras

indicam diferenga significativa entre os solventes em nivel de 95% de confianga.
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Figura 14- Teor total de antocianinas monomeéricas extraidas a cada 30 minutos.
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E possivel observar na Figura 14 que ha uma notavel diferenga do teor total de
antocianinas extraidas nos primeiros 30 minutos, tendo a quantidade mais elevadas extraidas
pelo metanol pH 3 (639,53 mg/100g de subproduto seco), metanol (635,98 mg/100g de
subproduto seco), seguido pelo etanol pH 3 (570,36 mg/100g de subproduto seco) e etanol
(552,21 mg/100g de subproduto seco), os demais solventes extrairam quantidades inferiores.
Ao analisar os demais tempos da extragdo percebe-se a brusca reducdo e a aproximacao dos
valores entre solventes.

Paes (2016) teve o valor méximo de antocianinas extraidas 263 mg/100g de extrato ao
utilizar agua acidificada como solvente na técnica PLE por 30 minutos de extragdo, em
temperatura de 40°C e pressao de 20 Mpa.

Zardo (2014) obteve o maior valor de extracdo na condi¢do de 80°C e 5 minutos, com
uma quantidade de 1944 mg de antocianinas totais monoméricas (cianidina-3-glucosideo) por
100 g de bagaco seco, sendo utilizado metanol 50% como solvente e técnica de maceracgdo,
valor este superior ao encontrado por Kechinski (2011) que obteve valor méximo de 520,6
mg/100g de bagago de mirtilo seco, utilizando como solvente agua e etanol. Nicoué; Savard,
Belkacemi (2007) obtiveram 2.890 mg/100g de fruta em base seca como melhor resultado em
antocianinas totais extraidas de mirtilos inteiros a 79°C por 2 horas com etanol a 5% de acido

formico.
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A grande quantidade de antocianinas extraida a altas temperaturas, como ¢ relatado
em outros estudos, se deve ao fato da temperatura promover a permeabilidade dos tecidos e
assim facilitar a migragdo para o solvente (SPANOS; WROLSTAD; HEATHERBELL,
1990). No entanto, antocianinas sao sensiveis a altas temperaturas, seu aquecimento consegue
destrui-las rapidamente, estudos demonstram haver uma relagdo logaritmica entre a destrui¢ao
de antocianinas e o aumento aritmético da temperatura, sendo assim recomendadas
temperaturas maximas de 50°C (KECHINSKI, 2011).

Através da Figura 15 pode-se afirmar que a maior quantidade de antocianinas ¢
extraida durante 30 e 60 minutos do processo, ficando invidvel manté-lo por tempo mais
prolongado uma vez que as quantidades extraidas se tornam extremamente baixas.

A Figura 15 apresenta o teor total de antocianinas monoméricas extraidas em 180
minutos, por cada solvente. As letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa
entre os solventes em nivel de 95% de confianga.

Figura 15- Quantidade total de antocianinas monoméricas.
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Ao analisar os resultados expressos pela Figura 15, percebe-se que de forma geral ndo
ha grande diferenca entre os solventes no tempo total de extragdo, no entanto, o solvente que
extraiu maior quantidade de antocianinas foi o metanol com 1036,65 mg/100g de subproduto
seco, diferindo estatisticamente apenas de etanol 95% pH 3 com 781,09 mg/100g de
subproduto seco e etilenoglicol 20% pH 3 com 808,03 mg/100g de subproduto seco.
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Apesar de o metanol conseguir extrair maior quantidade de antocianinas deve-se levar
em consideracdo o fato de ser um solvente toxico, o processo de remocdo dos solventes
apresentam um grande dispéndio de energia e custos, além de todo o problema que o solvente
residual pode causar alterando as propriedades do extrato e provocando efeitos téxicos nos

consumidores (FREITAS, 2007).

5.2.4 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante medida pela capacidade de captagdo do radical DPPH dos

extratos € apresentada na Tabela 6 em razao do ICsy.

Tabela 6- Valores de ICs, obtidos de cada extrato.

Solvente 1C59 (mg/mL)
Etanol 95% 0,17
Etanol 95% pH 3 0,19
Metanol 0,13
Metanol pH 3 0,14
Etilenoglicol 20% 0,16
Etilenoglicol 20% pH 3 0,19
Propilenoglicol 20% 0,11
Propilenoglicol 20% pH 3 0,12

O propilenoglicol 20% foi o solvente que apresentou o menor ICsg, portanto necessita
uma menor quantidade para sequestrar 50% de radical livre, este valor apresenta correlacdo
direta com a quantidade de compostos fenolicos, uma vez que este também foi o solvente que
apresentou a maior quantidade. Os solventes com maior ICsy foram o etanol 95% e
etilenoglicol 20% pH 3, sendo estes os solventes que extrairam menor quantidade de
compostos fenodlicos.

De forma geral todos os extratos apresentam uma boa atividade antioxidante. Piovesan
(2016) obteve ICsyp maximo de 5,57 mg/mL em extrato de mirtilo obtido em extracdo por
ultrassom a 30°C com solvente etanol 60%. Arbos et al. (2010), descreve que valor superiores
a 25 mg/mL sao considerados baixo potencial antioxidante.

Percebe-se também que ndo ha relagdo do rendimento total e a atividade antioxidante
dos extratos, ficando claro que outros compostos sem atividade antioxidante estdo sendo
extraidos. Assim podendo se afirmar que o solvente propilenoglicol 20% tem uma maior

seletividade para compostos fendlicos ja que este obteve o menor rendimento total.
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Analisando os resultados obtidos percebe-se que a quantidade de antocianinas
extraidas fica muito proxima pelas duas técnicas, mostrando que para estes compostos tanto a
maceracdo como PLE sdo eficientes, porém a quantidade de compostos fendlicos por PLE ¢
mais de 4 vezes superior que por maceracao, podendo assim ser o fator que influencia a
diferenga na atividade antioxidante, sendo 5% maior, quando tem-se maior quantidade de
compostos fenolicos.

Barros et al., (2013) ao comparar a quantidade de fenois e atividade antioxidante em
extratos de grao de sorgo obtidos pela técnica PLE e convencional obteve resultados de
fendis iguais, no entanto a atividade antioxidante foi 12% maior pela técnica PLE.

Santos et al., (2012) otimizaram a extracdo de compostos fenolicos da casca de
jabuticaba, através da PLE, utilizando etanol como solvente. Nas condi¢des otimizadas o teor
de antocianinas e outros compostos fendlicos foi duas vezes superior ao determinado pela
extragdo convencional.

Garcia-Salas et al., (2010) apontam que devido a técnica de extragdo PLE ser realizada
na auséncia de luz e ar, os processos de degradacao e oxida¢ao dos compostos sdao reduzidos
drasticamente em comparagdo a outra metodologias. E devido a associagdao de temperatura e
pressdo existe uma aumento da solubilidade dos analitos, da taxa de transferéncia de massa e,
também diminui a viscosidade e a tensdo superficial dos solventes, melhorando o rendimento
da extra¢do (IBANEZ et al., 2012).

Além disso, pela PLE utilizar pequena quantidade de solventes organicos, esta
metodologia tem sido reconhecida como uma “técnica limpa” (IBANEZ et al., 2012;
HERRERO et al., 2013).

Assim podendo-se afirmar que a técnica PLE apresenta vantagem na extracdo de
compostos fendlicos, porém Segundo Dai ¢ Mumper (2010) os custos com a instrumentagao

deste método em escala industrial sdo altos, diminuindo a viabilidade de implantacao.
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6 CONCLUSAO

Em busca de aprimorar o aproveitamento de subprodutos de industrias para gerar
novas alternativas naturais os extratos da casca de mirtilo obtidos através da técnica PLE
mostraram uma boa atividade antioxidante e teores significativos de compostos fenolicos
totais e antocianinas.

O solvente que demonstrou uma maior capacidade de extracdo dos compostos
fenodlicos foi o propilenoglicol 20% em solucao aquosa.

Através das curvas de cinéticas de extracdo pode-se observar as fases da extracdo e
concluir que o processo pode ter seu tempo reduzido a 60 minutos, 0 que minimizara custos
de produgao.

Ao se comparar os resultados obtidos pela técnica PLE com a técnica convencional
amplamente utilizada, maceragado, os resultados demonstraram que a maceragdo também tem
boa capacidade de extra¢do de antocianinas, em periodo de 180 minutos de extracdo, porém
quanto aos demais compostos fenolicos a PLE mostrou-se mais eficiente.

A partir dos resultados de ICsy percebe-se que os extratos obtidos tem uma grande
atividade antioxidante, podendo ser utilizados em pequena quantidade.

Este estudo apresenta a possibilidade de aproveitamento de subproduto de mirtilo
frente a sua significativa quantidade de compostos com propriedades antioxidantes € como a
técnica PLE se mostra vantajosa, assim como o solvente propilenoglicol em solugdo aquosa se

destaca dos solventes convencionais ao extrair maior quantidade de compostos fenolicos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Testar outras técnicas de extragdo, como ultrassom, que pode ser associada a PLE;
e Realizar analise de custos;

e Analisar as propriedades antimicrobianas dos extratos;

e Analisar a estabilidade térmica das antocianinas extraidas;

e Encapsulagdo do extrato visando a protecdo dos compostos;

e Aplicagdo do extrato em alimentos;
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